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摘要： 目的　 探究归芪益元膏对重离子 （ １２Ｃ６＋） 束辐射大鼠旁效应损伤的保护机制。 方法　 ４０ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分

为空白组、 单纯辐射组、 辐射加中药组、 单纯中药组， 每组 １０ 只。 灌胃给药 ２ 周后， 用 ４ Ｇｙ １２Ｃ６＋束照射各组大鼠右

肺， ７ ｄ 后处死， ＨＥ 染色观察大鼠肺、 肾组织病理变化， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ、 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肺组织和肾组织 ＴＧＦ⁃β１、
ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达。 结果　 单纯辐射组大鼠双肺部分肺泡间隔断裂、 肺泡腔不规则扩大； 左肾肾小

球基底膜增厚， 肾小管上皮细胞水肿。 辐射加中药组大鼠双肺部分肺泡腔缩小， 无纤维增生； 肾小管上皮轻微水肿，
未见增生与纤维化。 单纯中药组大鼠双肺肺泡结构整齐， 未见增生； 肾小球基底膜与肾小球结构均正常。 与空白组比

较， 单纯辐射组大鼠双肺及左肾 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 和蛋白， ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 蛋白表达均升高 （Ｐ＜０ ０５）， Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与单纯辐射组比较， 辐射加中药组及单纯中药组双肺及左肾 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 和蛋白， ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 蛋白

表达均降低 （Ｐ＜０ ０５）， Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 归芪益元膏通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ 与 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 表

达， 并升高 Ｓｍａｄ７ 表达， 有效防治重离子辐射及旁效应损伤。
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　 　 近年来， 癌症发病率逐渐升高， 严重威胁到人类的健

康。 放疗利用电离辐射可直接杀死肿瘤细胞， 是癌症的重

要治疗措施之一。 重离子 （ １２ Ｃ６＋ ） 束作为高传能线密度

（ＬＥＴ） 辐射可将高吸收剂量区 （Ｂｒａｇｇ 峰） 集中于病灶部

位， 具有相对较高的生物学效应［１］ 。 然而１２Ｃ６＋束辐射在杀

死恶性肿瘤的同时， 易伤及正常细胞或组织， 对人体造成

更加 严 重 的 损 伤， 即 辐 射 旁 效 应 （ ｒａｄｉａｔｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙｓｔａｎｄｅｒ ｅｆｆｅｃｔｓ， ＲＩＢＥ） ［２］ 。 然而旁效应的机制尚不明确，
已知的传导方式有①细胞间隙连接通讯； ②可溶性细胞因

子； ③细胞介质［３］ 。 研究显示还有更多的物质参与了旁效

应的发生［４］ ， 其中 ＴＧＦ⁃β１ 被认为参与介导了 ＲＩＢＥ［５］ 。
１２Ｃ６＋束旁效应引起的病证与中医火毒致病特征基本相

同。 放射射线 “辐射毒” 的猛烈性质及其对组织的损伤，
具有火热毒邪侵入血络， 传舍到脏腑， 损伤正气， 耗气伤

阴， 或导致机体相关脏腑功能损伤， 津血俱耗， 造成机体

阴阳平衡失调。 李金田教授从人体脏腑整体观念出发， 结

合治未病， 并以程钟龄 《医学心悟》 黄芪汤为基础方， 加

甘肃道地药材当归， 组成归芪益元膏， 功能益气生血， 滋

养肺肾， 培元固本。 本研究以１２Ｃ６＋束辐射大鼠右肺， 探讨

归芪益元膏对辐射大鼠肺肾旁效应的保护机制， 以期为中

药保护 ＲＩＢＥ 损伤提供科学依据。

１　 材料

１ １　 动物　 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 雄性大鼠 ４０ 只， 体质量 （２００±
２０） ｇ， 由甘肃中医药大学科研实验中心提供， 实验动物生

产许可证号 ＳＣＸＫ （甘） ２０１５⁃０００２， 实验动物使用许可证

号 ＳＹＸＫ （甘） ２０１５⁃０００５。 实验室湿度、 温度均符合标准，
１２ ｈ ／ １２ ｈ 明暗交替， 自由进食饮水， 自由活动。
１ ２　 药物 　 归芪益元膏由黄芪 ３０ ｇ， 当归、 熟地黄、 麦

冬、 人参、 枸杞子各 １５ ｇ， 五味子 １０ ｇ 组成， 药材购自甘

肃中医药大学附属医院， 经鉴定为正品。
１ ３　 试剂 　 ＴＲＩｚｏｌ 试剂 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司， 批号

１０１００４）； 荧光定量试剂盒、 逆转录试剂盒 ［元升生物科

技 （ 上 海 ） 有 限 公 司， 批 号 １１２０１ＥＳ０３、 Ｈ３９１２２４０ ］；
ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ７ 多克隆抗体 （英国 Ａｂｃａｍ 公司，
批号 ＧＲ３２３７９６３⁃２、 ＧＲ３１８６７１１⁃１１、 ＧＲ３２６０７０８⁃２）； ＢＣＡ
蛋白浓度测定试剂盒、 ４×蛋白上样缓冲液 （北京索莱宝科

技有限公司， 批号 Ｐ１０４１） ； 高效 ＲＩＰＡ 裂解液、 二抗辣根

酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ、 辣根酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ （北京中

杉金桥生物技术有限公司， 批号 ＺＢ２３０１、 ＺＢ２３０５）。
１ ４　 仪器　 蛋白核酸凝胶电泳转印系统、 凝胶成像分析系

统、 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； －８０ ℃冰箱

（青岛海尔特种制冷电器有限公司）； 低温高速离心机 （美
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国 Ｋｅｎｄｒｏ 公司）； 酶标仪 ［帝肯 （上海） 贸易有限公司］；
超微量紫外分光光度计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； 恒温

箱 （上海一恒科学仪器有限公司）。
２　 方法

２ １　 药物制备　 药材分别加 ８、 ６ 倍量水， 提取 ２ 次， 每

次 ２ ｈ， ３００ 目滤布过滤， 合并滤液， 减压浓缩， 添加制剂

辅料 （防腐剂、 增稠剂等）， 制成流浸膏， 流浸膏质量浓

度为 １ ６４ ｇ ／ ｍＬ。 药物由甘肃中医药大学中药制药实验室

制备。
２ ２　 分组及给药　 大鼠按随机数字表法分为空白组、 单纯

辐射组、 辐射加中药组、 单纯中药组， 每组 １０ 只。 给予
１２Ｃ６＋束辐射前， 辐射加中药组和单纯中药组大鼠均灌胃给

予 ３ ２８ ｇ ／ ｋｇ 归芪益元膏， 空白组和单纯辐射组均灌胃给予

生理盐水， 每天 １ 次， 连续 ２ 周。
２ ３　 １２Ｃ６＋束辐射　 １２Ｃ６＋束辐射在中国科学院现代物理研究

所兰州重离子研究中心的浅层肿瘤治疗终端进行。 辐照方

法为垂直浅辐照， 束流１２Ｃ６＋束。 每组大鼠腹腔注射 １０％ 水

合氯醛 （０ ３ ｍＬ ／ １００ ｇ）， 将麻醉后的大鼠置于辐射盘相应

位置， 辐射源处用 ５ ｍｍ 厚特制铅板屏蔽， 其中央钻有右

肺等大等面积镂空孔。１２Ｃ６＋束通过特制铅板垂直照射大鼠右

肺区域， 确保其他组织器官未受辐射。 本实验采取坪区辐

射， 吸收剂量率 ２ Ｇｙ ／ ｍｉｎ， 时间 ２ ｍｉｎ， ＬＥＴ ２０ ｋｅＶ ／ ｕｍ，
能量 １６５ ＭｅＶ， 照射总剂量 ４ Ｇｙ。 单纯辐射组和辐射加中

药组大鼠进行照射， 空白组和单纯中药组大鼠不予照射。
２ ４　 取材及标本制作 　 辐射后第 ７ 天， 脱颈处死各组大

鼠， 取出右肺、 左肺、 左肾， 分装于无酶冻存管中， 取一

部分病变最明显的部位于 ４％ 多聚甲醛中固定， 剩余样品于

－８０ ℃冰箱中保存。
２ ５　 ＨＥ 染色观察双肺、 肾组织病理学变化 　 取 ４％ 多聚

甲醛中固定的组织， 石蜡包埋切片， 行常规苏木精⁃伊红

ＨＥ 染色。 在高倍镜下随机挑选 ５ 个视野， 观察双肺、 肾组

织变化。
２ ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法 检 测 双 肺、 肾 组 织 中 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ７ 蛋白表达　 取－８０ ℃冰箱中保存的组织， 提

取双肺、 左肾组织总蛋白， ＢＣＡ 法测定蛋白浓度， 加蛋白

上样缓冲液， 煮沸 ５ ｍｉｎ 进行变性。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，
转膜， 封闭， 一抗 （１ ∶ ５００） ４ ℃ 孵育过夜， 洗膜， 二抗

（１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 ３ ｈ， 洗膜， 使用曝光液通过显影仪

曝光， Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软件进行分析。
２ ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测肺肾组织中 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ
表达　 ＴＲＩｚｏｌ 法提取大鼠双肺、 左肾中总 ＲＮＡ， 并按说明

书合成 ｃＤＮＡ。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参， 通过 ＰＣＲ 仪进行扩增反

应， 用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ 相对表达。 引物由北

京博迈德基因技术有限公司设计合成， 序列见表 １。
２ ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行处理， 计量资

料以 （ｘ±ｓ） 表示， 符合正态分布且方差齐， 多组间比较采

用单因素方差， 方差不齐时则采用 Ｇａｍｅｓ⁃Ｈｏｗｅｌｌ 检验。 Ｐ＜
０ ０５ 为差异具有统计学意义。

表 １　 引物序列

基因 引物序列

ＴＧＦ⁃β１ 正向 ５′⁃ＡＧＴＧＧＣＴＧＡＡＣＣＡＡＧＧＡＧＡＣ⁃３′
反向 ５′⁃ＣＣＴＣＧＡＣＧＴＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＴ⁃３′

Ｓｍａｄ７ 正向 ５′⁃ＴＴＣＡＴＣＡＡＧＴＣＣＧＣＣＡＣＡＣＴ⁃３′
反向 ５′⁃ＴＧＡＡＣＴＣＧＴＧＧＴＣＡＴＴＧＧＧＣ⁃３′

ＧＡＰＤＨ 正向 ５′⁃ＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡ⁃３′
反向 ５′⁃ＧＡＧＡＡＧＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＡＡＣ⁃３′

３　 结果

３ １　 各组大鼠一般状态　 空白组大鼠健康状况良好， 无异

常体征； 单纯辐射组大鼠喜蜷卧， 活动量减少， 精神萎靡

不振， 饮水、 饮食量减少， 呼吸声粗， 反应迟钝； 与单纯

辐射组比较， 辐射加中药组大鼠精神状态尚可， 活动度增

加， 四肢有力， 反应灵敏， 二便正常， 且饮水、 饮食量增

加， 未见气喘呼吸不畅等症； 单纯中药组则与空白组大致

相同， 二便正常， 精神状态佳， 皮毛光泽， 饮水略有增加。
３ ２　 归芪益元膏对大鼠双肺和肾组织病理形态学的影响

３ ２ １　 右肺　 由图 １ 可知， 空白组大鼠右肺肺泡结构无异

常， 无瘀血及出血， 间质无增宽， 肺泡腔清晰； 单纯辐射

组大鼠右肺部分肺泡间隔断裂， 肺泡腔不规则， 肺泡出现

纤维增生现象， 结构排列紊乱， 大量炎性细胞浸润； 辐射

加中药组大鼠右肺则有部分肺泡腔缩小， 无充血现象； 单

纯中药组大鼠右肺未见纤维增生， 肺泡结构整齐， 肺泡间

隔无断裂。

图 １　 各组大鼠右肺组织病理变化 （×２００）

３ ２ ２　 左肺　 由图 ２ 可知， 空白组大鼠左肺未出现明显病

理改变， 管壁纤维未见增生， 肺组织结构清晰， 肺泡排列

整齐； 单纯辐射组大鼠左肺可观察到肺泡腔不规则扩张，
肺泡间隔破裂和结构异常， 有纤维增生和炎性细胞浸润；
辐射加中药组大鼠左肺部分肺泡腔缩小， 无纤维增生， 无

充血， 无肺泡间隔断裂； 单纯中药组大鼠左肺肺部结构与

空白组无差异， 肺泡结构整齐， 未见纤维增生， 肺泡间隔

无断裂。
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图 ２　 各组大鼠左肺组织病理变化 （×２００）

３ ２ ３　 左肾　 由图 ３ 可知， 空白组大鼠肾小管、 肾小球结

构正常， 肾小管上皮无水肿， 肾间质无炎性细胞浸润； 单

纯辐射组大鼠肾小球基底膜增厚， 肾小管上皮组织细胞水

肿， 肾小管腔明显扩张， 胞浆内有红色染色颗粒， 肾小管

上皮细胞质空泡有变性； 辐射加中药组大鼠肾小管上皮出

现轻微水肿， 肾小球基底膜稍微增厚， 未见增生及纤维化

表现； 单纯中药组大鼠肾小球结构正常， 肾小球基底膜未

　 　 　 　

见增厚， 肾小管上皮细胞未见细胞质空泡变性。

图 ３　 各组大鼠左肾组织病理变化 （×１００）

３ ３　 归芪益元膏对大鼠双肺、 左肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ７
ｍＲＮＡ 表达的影响　 由表 ２ 可知， 与空白组比较， 单纯辐射

组大鼠双肺及左肾组织 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０５），
Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与单纯辐射组比较， 辐

射加中药组和单纯中药组双肺及左肾组织 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ 表

达降低 （Ｐ＜０ ０５）， Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０ ０５）。
表 ２　 各组大鼠双肺、 左肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ７

右肺 左肺 左肾 右肺 左肺 左肾

空白组 １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００ １ ００±０ ００
单纯辐射组 １ ９０±０ ２１∗ １ ５７±０ ０７∗ １ ４９±０ １１∗ ０ ４２±０ １２∗ ０ ４２±０ １０∗ ０ ６２±０ １２∗

辐射加中药组 １ ３２±０ ２３△ １ ３５±０ １６△ １ ２０±０ ０８△ ０ ８０±０ １５△ ０ ７３±０ １１△ ０ ８０±０ １０△

单纯中药组 １ １６±０ １９△ １ ２１±０ １４△ １ ０９±０ １３△ ０ ９２±０ １３△ ０ ９３±０ １２△ ０ ９４±０ ０６△

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与单纯辐射组比较，△Ｐ＜０ ０５。

３ ４　 归 芪 益 元 膏 对 大 鼠 双 肺、 左 肾 组 织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ７ 蛋白表达的影响　 由图 ４、 表 ３ 可知， 与空

白组比较， 单纯辐射组大鼠双肺及左肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃
Ｓｍａｄ２ 蛋白表达升高 （Ｐ ＜ ０ ０５）， Ｓｍａｄ７ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０ ０５）； 与单纯辐射组比较， 辐射加中药组和单纯中药

组大鼠双肺及左肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０ ０５）， Ｓｍａｄ７ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）。

注： Ａ～Ｄ 为空白组、 单纯辐射组、 辐射加中药组、 单纯中药组。

图 ４　 各组大鼠双肺、 左肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ７ 蛋白条带图

４　 讨论
１２Ｃ６＋束由于传能线密度高、 相对生物学效应高、 束流

位置精准、 低氧依赖性， 被广泛应用于放射疗法［６⁃８］ 。 但临

床用１２Ｃ６＋束照射肿瘤， 会造成病灶周围正常细胞组织辐射

损伤的发生， 称之为 ＲＩＢＥ。 其损伤信号的 “传递性” 与中

医 “传舍性” 理论十分相似［９］ 。 人体是一有机整体， 五脏

之间病变可相互传化， 一脏有病可传之他脏。 分析辨别大

鼠右肺经１２Ｃ６＋束辐照后的血象、 症状、 体征及胸腺、 脾等

０００２
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　 　 　 　 　 表 ３　 各组大鼠双肺、 左肾组织 ＴＧＦ⁃β１、 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 Ｓｍａｄ７ 蛋白表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

组别
ＴＧＦ⁃β１ ｐ⁃Ｓｍａｄ２ Ｓｍａｄ７

右肺 左肺 左肾 右肺 左肺 左肾 右肺 左肺 左肾
空白组 ０ ７４±０ ０９ ０ ９６±０ １５ ０ ５２±０ ０６ ０ ４５±０ ０８ ０ ８３±０ ０８ ０ ７７±０ ０８ ０ ７７±０ ０９ ２ ０４±０ ０６ ２ ３９±０ ０５

单纯辐射组 １ ５９±０ １９∗ １ ６３±０ １９∗ １ ２３±０ １２∗ ０ ７９±０ ０７∗ １ ５７±０ １９∗ １ ２０±０ １４∗ ０ ５０±０ ０８∗ １ ０７±０ ２２∗ １ ４８±０ １３∗

辐射加中药组 １ ０１±０ １３△ １ ３３±０ １６△ ０ ７８±０ ０９△ ０ ５９±０ ０６△ １ ０７±０ １１△ １ ００±０ １１△ ０ ６６±０ ０８△ １ ５６±０ １８△ １ ６９±０ ０５△

单纯中药组 ０ ６７±０ ０９△ １ ０３±０ １１△ ０ ５０±０ ０５△ ０ ４６±０ ０８△ ０ ８０±０ １１△ ０ ６８±０ ０８△ ０ ８０±０ ０８△ １ ７６±０ １３△ ２ ４１±０ １１△

　 　 注： 与空白组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与单纯辐射组比较，△Ｐ＜０ ０５。

指标参数， 均符合中医肺肾气阴两虚证［１０］ 。 研究发现电离

辐射后， 成纤维细胞与肌成纤维细胞合成分泌大量胶原蛋

白， 最终导致肺纤维化的发生［１１］ 。 其中 ＴＧＦ⁃β１ 是最关键

的致纤维化细胞因子， 辐射可诱发 ＴＧＦ⁃β１ 表达， 释放大量

的白细胞及成纤维细胞因子， 导致炎症的发生［１２］ 。 Ｓｈａｏ
等［５］发现， 经辐照的细胞可释放 ＴＧＦ⁃β１， 并作用于未受照

射的细胞， 诱导旁效应的发生。 尹晓明［１３］ 发现经 α 粒子射

线照射后， 加入 ＴＧＦ⁃β１ 受体激酶抑制剂的 Ｈａｃａｔ 细胞中，
其旁效应细胞微核形成率明显降低， 并且 Ｓｍａｄ２ 磷酸化水

平也明显降低， ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ２ 可能参与了 ＲＩＢＥ 损伤。 林

胜友等［１４］发现利用 ＲＮＡ 干预技术沉默 ＴＧＦ⁃β１ 基因后， 辐

射组 ｐ⁃Ｓｍａｄ２、 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 均出现明显的差异表达。 而陆金华

等［１５］用麻杏石甘汤干预大鼠放射性肺炎模型， 与单纯辐射

比较， 中药组 ＴＧＦ⁃β１ 表达在照射后 ２、 ４、 ８ 周明显降低，
而 Ｓｍａｄ７ 表达升高。 徐婷贞等［１６］ 发现， 虎杖可以不仅可提

高 Ｓｍａｄ７ 表达， 还可抑制 ｐ⁃Ｓｍａｄ３ 与 ＴＧＦ⁃β１ 表达， 并调控

Ｓｍａｄ４ 通用性蛋白表达， 最终阻止 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信号在肺组

织中的传导。 辐射可诱导机体产生旁效应损伤， 其心、 肺、
肾等均有涉及。 卢志伟、 刘凯等［１７⁃１８］ 发现， 无论给予大鼠

全身 Ｘ 线或１２Ｃ６＋束流辐照， 均会出现脾脏损伤。 雷润宏［１９］

发现， 用 １５ Ｇｙ １２Ｃ６＋ 束照射大鼠脑局部后， 在 １、 ２、 ３ 月

后， 大鼠的全身多系统均出现病理损伤， 如心、 肝、 脾

肾等。
本研究通过 ４ Ｇｙ １２Ｃ６＋束辐射大鼠的右肺， 并予以归芪

益元膏干预， 结果表明，１２ Ｃ６＋ 束直接辐照大鼠右肺后， 左

肺、 左肾出现了与右肺相似的生物学效应， 而辐射加中药

组辐射损伤则有明显的改善， 其双肺及左肾 ＴＧＦ⁃β１ ｍＲＮＡ
和蛋白， ｐ⁃Ｓｍａｄ２ 蛋白表达均降低， Ｓｍａｄ７ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达升高。
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